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摘要: 以丙酮为效应物, 研究其对锯缘青蟹( S cy lla s er r ata) N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶( NAGase)活力的影响, 结果表
明:该酶的剩余活力随着丙酮浓度增大而呈指数下降,当丙酮浓度达 25% , 酶的剩余活力仅为 20% , 说明丙酮对青蟹 NA-
Gase有明显的失活作用.导致酶活力丧失 50%的丙酮浓度为 7. 5% . 在较低丙酮浓度( < 10% )的失活是可逆的反应过程.
动力学研究表明,该酶的失活过程属于混合型,并进一步测定游离酶 ( E)和酶底物络合物 ( ES)与丙酮的结合常数( K I 和
K IS) ,分别为 4. 06%和 10. 49% , K I< K IS ,说明底物存在对酶被丙酮的失活作用有一定的保护作用. 应用荧光发射光谱研
究青蟹 NAGase经丙酮微扰后的分子构象变化情况, 结果表明:丙酮对酶分子构象有显著的影响, 酶的内源荧光强度随丙
酮浓度增大而降低,说明酶分子中的生色基团 T rp和 Ty r残基的微环境发生了变化 .
关键词: 锯缘青蟹; N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶 ;丙酮;失活作用;构象变化
中图分类号: Q356. 1      文献标识码: A      文章编号: 0438-0479( 2006) 02-0261-03



















1. 1  材  料
锯缘青蟹 NAGase 酶液为本实验室从青蟹内脏
分离纯化得到, 锯缘青蟹内脏先用 0. 01 mol/ L T ris-
HCl含 0. 2 mol/ L NaCl缓冲液( pH7. 5)抽提、硫酸铵
分级分离、Sephadex G-100、DEAE-32柱层析等生物
实验技术分离纯化获得 PAGE和 SDS-PAGE为单一




1. 2  方  法
( 1) 酶活力测定:参考文献[ 4]方法,以pNP-NAG
为底物,在 2. 0 mL, 含 0. 2 mmol/ L 底物的测活体系
中( pH5. 8) ,加入 10 LL 酶液, 37 e 下反应 10 m in后
加入 2. 0 mL 0. 5 mol/ L 的 NaOH 终止反应, 752型
Spect rum 分光光度计上测定波长 405 nm 的光密度
值,消光系数按 1. 73 @ 104 ( mol- 1 # L # cm- 1 )计算[ 5] .
( 2) 丙酮对酶活力的影响:在上述的测活体系中
加入不同浓度丙酮, 测定酶的相对活力,酶失活程度以
导致酶活力下降 50%的抑制剂浓度( I C50 )为衡量.




活作用通过 Lineweaver-Burk 双倒数作图, 比较酶催
化的动力学参数 K m 和 V m 的变化来判断.
( 5) 酶分子构象变化的研究: 在 0. 1 mo l/ L
NaA c-HA c缓冲液( pH 5. 8)的 1 mL 体系中含定量的
酶浓度,加入不同浓度丙酮溶液, 于 37 e 恒温水浴中
 c/ %
 图 1  丙酮对酶的失活作用
 F ig . 1  Inactivation o f acetone on t he enzyme
保温 10 m in.以日立 F-4010型荧光仪自动扫描记录酶
的内源荧光发射光谱的变化, 测定波长范围为 300~
400 nm,激发波长为 279 nm.
2  结  果
2. 1  丙酮对酶活力的影响
在含 0. 2 mmol/ L pNP-NAG为底物的测活体系
中加入不同浓度的丙酮, 分析丙酮对锯缘青蟹 NA-
Gase 活力的影响,丙酮对酶活力影响的浓度效应结果
见图 1. 可见,随着丙酮浓度增大, 酶活力逐渐下降.当
丙酮浓度达到 25%时, 酶活力下降 79. 4%. 导致酶活
力下降 50%所需的丙酮浓度( I C50 )为 7. 5% .
  cE / (Lg # mL- 1)
 图 2  丙酮对酶失活作用机理的判断. 曲线 1~ 5 的丙酮
浓度分别为: 0、4%、6%、8%和 10%
 Fig . 2  Determination o f the inactivat ion mechanism o f
acetone on the enzyme
2. 2  丙酮对酶的失活作用表现为可逆过程
在测活体系中, 固定底物( pNP-NAG)浓度为 0. 2
mmo l/ L ,加入不同浓度的丙酮, 改变加入酶的量, 测
定酶催化反应的活力. 图 2表示酶经丙酮作用后的剩
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 图 3  丙酮对酶的失活作用类型测定. 直线 1~ 5 的丙酮
浓度分别为 0、4%、6%、8%和 10%







2. 3  丙酮对酶抑制作用类型和抑制常数测定
 K/ nm
 图 4  酶在不同浓度( % )丙酮溶液中的荧光光谱
 F ig . 4  F luo rescence em ission spectra o f the enzyme in
differ ent concentrations o f acetone
研究丙酮对酶的失活作用类型,在测活体系中,固
定酶的浓度,改变底物浓度,测定酶在含不同浓度丙酮
的测活体系中的反应初速度, 以 Linew eaver-Burk 双
倒数作图,结果(图 3)表明, 随着丙酮浓度的增加, 得
到一簇斜率和截距都随丙酮浓度增大而增大的直线,
各直线相交于第二象限(图 3) ,说明丙酮对该酶的 K m
值和 V m 均产生影响, V m 值随着丙酮浓度的增大而减
小,而 K m 值随着丙酮的增大而增大. 说明丙酮对NA-
Gase 的失活作用表现为混合型类型, 丙酮既影响酶的
催化反应又影响了酶与底物的亲和力. 分别以斜率和
纵轴截距丙酮浓度作图,求得抑制常数 K I 和 K IS分别
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为 4. 06%和 10. 49% . K I < K IS , 说明底物存在对酶被
丙酮的失活作用有一定的保护作用.
2. 4  酶经丙酮作用后的荧光发射光谱的变化
测定锯缘青蟹 NAGase 在含不同浓度丙酮溶液
中失活后的荧光发射光谱变化, 结果见图 4. 天然酶内
源荧光在 342. 4 nm 处有特征的荧光发射峰, 其强度
随着丙酮浓度上升而逐渐减弱,直至完全淬灭,但酶的
荧光发射峰基本没有位移.
3  讨  论
Effect of Acetone on Activity and Conformation of
NAGase from Green Crab ( Scyl la serrata)
YANG Xue-min, WANG Qin, XIE Jin- jin,
ZH ANG J-i ping, LIN Jian-cheng, CHEN Qing-x i*
( Key Laborat ory of the M inistr y o f Educat ion for Cell Bio lo gy and Tumor Cell Engineer ing ,
School o f L ife Sciences, X iamen Univ ersity , X iamen 361005, China)
Abstract: The effect o f acetone on t he activ ity of N-acet y-lB-D-gluco saminidase ( NAGase) fr om g reen cr ab ( Scy lla ser r ata) w as
investig ated. The results showed that the remaining activity rapidly declined w ith increasing the concent rations o f acetone. T he ace-
tone of concentr ation at 7. 5% could lead to 50% enzyme activ ity lost. T he inactiv ation of acetone on the enzyme was rever sible when
the concent ration was lower than 10% . The kinet ics showed that the inactiv ation of the enzyme in acetone so lution was mix- t yped.
The combinato ry constants of t he fr ee enzyme ( K I ) and the enzyme- substrate complex ( K IS ) w ere determined to be 4. 06% and
10. 49% , respectively . T he value of K IS is lar ger than that of K I , indicating a marked pro tect ive effect of the subst rate on the inactiva-
t ion of the enzyme. Conformat ional changes of the enzyme in dif fer ent concent rations of acetone were measured by f luorescence spec-
t ra. The fluor escence emission peak intensity o f the enzyme g radually decreased and the peak had slight r ed- shifted w ith incr easing ac-
etone concent ration. The results suggested the micro env ironment of ty ro sine and tryptophan of enzyme has been affected.
Key words: Green crab ( Scy lla ser r ata) ; N-acet y-lB-D-glucosaminidase; acetone; inactiv ation; conformat ional changes













. 我们用 279 nm 波长激发得到 342. 4
nm 荧光发射峰主要是由生色基团 Trp 和 T yr 残基所
贡献[ 8] , 丙酮微扰青蟹 NAGase 后, 荧光强度显著下
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